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Fig．5－2．　NCRAD26アミノ酸配列のアライメント
赤枠内は相同なアミノ酸を表す。CSBはヒトのアミノ酸配列、　spRhp26は分裂酵母のアミノ酸配列。
アカパンカビNCRAD26は、ヒトと3496、分裂酵母と36％の相同性であった。
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Fig．5－3．　ncRAD26破壊株の作成
5－3－3　ncRAD26破壊株の変異原感受性
　得られたncRAD26破壊株とこれらの株間での二重変異株について、スポットテス
トにより紫外線、4NQO、　MMSに対する感受性を調べた結果、　ncRAD26破壊株はUV、
4NQO、　MMSの変異原に対して顕著な感受性を示さなかったことから、　GGRに相補
されているために感受性が確認出来ないと予想した。
　しかし、ncRAD26破壊株は、アカパンカビNER　mus－38、第二除去修復の変異株
であるmus－78、複製後修復系uvs－2、変異株との二重変異株において、紫外線、4NQO
に高い感受性を示した。組換え修復系mei－3変異株との二重変異株では紫外線とMMS
に対し若干の感受性が確認された。
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5－3－4　ncRAD26におけるエピスタシス解析
　変異原によるスポットテストによって、ncRAD26もまた修復系に関与することが
予想されたことから、それぞれの修復系との二重変異株の紫外線に対する感受性を詳
細に調べた（Fig5－4）。
　ncRAD26破壊株の紫外線に対する生存率はUV400Jにおいて0．6％の生存率であ
り、野生株と顕著な差が確認出来た。またmus－40，　mus－43変異株と同程度の生存率
であった。そして他の修復系との関連を調べるために、それぞれの修復系との二重変
異株の紫外線に対する生存率を測定した。
　第二除去修復mus－18とのncRAD26　mus－78二重変異株ではmus－78よりも紫外
線に対する感受性が高くなったことから、ncRAD26は第二除去修復には関与しない
ことが示唆された。そして複製後修復uvs－2、組換え修復系mei－3変異株との二重変
異株において、それらの修復系とncRAD26との二重変異株はuvs－2，　mei－3の感受性
と同程度であり、ncRAD26がこれらの修復系にも関与する可能性はあるものの、　NER
のGGR系がncRAD26破壊株で正常に機能しているならば、　ncRAD26とuvs－2，　mei－3
の二重変異株の紫外線に対する感受性は妥当な生存率であるかもしれない。またNER
mus－38変異株との二重変異株ではmus－38変異株の生存率よりも低くなり、紫外線
に対する感受性が増大した。
　以上より、ncRAD26破壊株のエピスタシス解析により、アカパンカビのNERにも
GGRとTCRの系が存在することが示唆された。
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Fig．5－4．　ncRAD426破壊株のエピスタシス解析
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（A）NER系mus－38変異株、（B）第二除去修復系mus－78変異株、（C）組換え修復系mei－3
変異株、（D）複製後修復系uvs－2変異株との二重変異株の紫外線に対する感受性をそれぞれ
調べた。
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第6章　NER経路と第二除去修復経路、光回復との関係
6－1　緒言
　紫外線の照射によってDNAに生じる主な損傷は、シクロブタン型ピリミジンニ量体
（CPDs）と（6－4）光産物（6－4PPs）である。生物はその進化の過程において、これらの
損傷を修復し、遺伝情報を維持するためのいくつかの機能を獲得してきた。現在では、
DNA修復に関する様々な研究が微生物からヒトまで多くの生物で行われている
［Friedberg，1988；Thompson，1989］。一般に多くの生物では、エキシヌクレアーゼ
と呼ばれる巨大なタンパク質複合体が、紫外線による損傷だけでなく、化学物質によ
って、DNAに生じた損傷も除去することが知られている。ヌクレオチド除去修復（NER）
は損傷部位を含むヌクレオチドを一括して除去し、最も研究が進んでいる修復系であ
る［Hoejimakers，1990；Guzder　et　al．，1996；Wang　et　al．，1996］。エキシヌクレア
ーゼをコードする遺伝子は、大腸菌からヒトに至るまで高度に保存されており、大腸
菌（Escherichia　coのでは（ノvrABC系、出芽酵母（Saccharomyces　cerevisiae）では
RAD3エピスタシスグループに分類される遺伝子群が、エキシヌクレアーゼのサブユ
ニットをコードしていることが示されている［Friedberg，1988；Van　Houten，
1990］。これらの遺伝子群のいずれかに突然変異が起こると、生物は紫外線のみなら
ず様々な変異原に対して感受性を示す。
　アカパンカビ（Neurospor∂crassa）のmus－78遺伝子は、大腸菌のDNA修復欠損株
の紫外線感受性を相補するアカパンカビのDNAとして単離され、その塩基配列から予
想されるアミノ酸配列は、これまで得られていたどの遺伝子産物とも相同性を示さな
かった。また、生化学的解析から、MUSI　8タンパク質は、ピリミジンニt体とTC（6－4）
光産物の両方を認識し、これらの損傷の5’側に一本鎖切断を導入する紫外線損傷特異
的エンドヌクレアーゼであることが示された［Yajima　et　al．，1995］。　mus－　1　8変異株
は、他の生物の除去修復欠損株とは異なり、紫外線のみに感受性を示し、第二除去修
復と呼ばれている［lshii　et　al．，1991］。
　アカパンカビでは、紫外線損傷を修復する経路が、NER、第二除去修復の他に光回
復酵素による光回復の3つのプロセスによって紫外線損傷を修復しており、3つの修
復系の相関について解析を行った。
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6－2　材料と方法
［使用菌株とベクター］
　本実験で使用したアカパンカビの株とその遺伝子型をTable　6－1に示した。アカパ
ンカビ野生株として、C1　－T1　O－3　7AとC1－TlO－28aをそれぞれ使用した［Tamaru　and
lnoue，1989］。　mus－18変異株（C2－T40－9A）、は、埼玉大学遺伝学研究室より頂
いた。
Table　6－1．　Strains　of〈Lcrass∂used　in　this　study
Strain　number Genotype Source／reference
C1－T10－37A
C1－T10－28a
C2－T40－9A
MST－CT－1A
MST－CT－1a
MST－ml8－2a
TNK－CT－1A
TNK－CT－1a
TNK－m18－4A
A
Aaノー2　pan－2　cot－7mus－　1　8
AMus－43RIP
amus－43R’P
Amus－78mus－43Ripρan－2
／4Mus－44RfP
∂Mus－・44Rip
Amu5－78mus－44RiPp∂n－2
Tamaru　and　lnoue（1986）
Tamaru　and　lnoue（1986）
lshii　et　al．（1991）
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
This　study
FGSC，　Fungal　Genetic　Stock　Center
［培地］
　アカパンカビの培養には、グリセロール完全培地を用いた［Tatum　et　al．，1950］。
この培地の組成をTable　6－2に示した。コロニー形成用の培地には、　Vogel’sの最少
培地に1％のソルボース、0．2％のショ糖、1．2％の寒天を加えて用いた。パントテン
酸を要求する株に対しては、培地にパントテン酸カルシウムを0．01mg／mlになるよ
うに加えた［David　and　de　Serres，1970］。
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Table　6－2．　Mediums　used　in　this　study
50×Vogel’s　K少培地（1000ml中）
　　　　　　　Na3C6HsO7・2H20
　　　　　　　KH2PO4
　　　　　　　KH4NO3
　　　　　　　MgSO，・7H20
　　　　　　　CaCl2・2H20
　　　　　　　　ビオチン水溶液
　　　　　　　Vogel’s微量元素液
Vogei’s微量元素液（100ml中）
　　　　　　　C6H807・2H20
　　　　　　　ZnSO4・7H20
　　　　　　　Fe　（NH4）2（SO4）2・6H20
　　　　　　　CuSO，・5H20
　　　　　　　MgSO4・H20
　　　　　　　H3BO3
　　　　　　　NaMoO4　’2H20
ビオチン水溶液（1000ml中）
　　　　　　　Biotin
ビタミンストック溶液（100ml中）
　　　　　　　サイアミン（ビタミンB1）
　　　　　　　リポフラビン（ビタミンB2）
　　　　　　　ピリドキシン（ビタミンB6）
　　　　　　　パントテン酸カルシウム
　　　　　　　パラアミノ安息香酸
　　　　　　　ニコチン酸アミド
　　　　　　　塩酸コリン
　　　　　　　葉酸
　　　　　　　イノシトール
1259
250g
1009
109
　59
25ml
　sml
　59
　59
　　19
0．259
0．059
0．059
0．05g
40mg
10mg
　5mg
　5mg
50mg
　5mg
　5mg
100mg
　lmg
100mg
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［エンドヌクレアーゼによる紫外線損傷CPDs除去能の解析］
　エンドヌクレアーゼによるCPDs除去能の解析はlshiiらの方法［lshii　et　al．，1998］
で行った。グリセロール完全培地で、7－9日間培養したアカパンカビの分生子を集め、
1／15Mリン酸緩衝液（pH7．0）に懸濁し、2．5×106／mlに調整した。その調整液を紫
外線未照射のコントロールと紫外線照射250J／m2のものとで分けた。さらに紫外線
を照射した方に関しては、暗条件下で液体保持（Oh、18h）を行った。それぞれ12ml
にし、濃度は2．5×108個になるようにする。紫外線未処理、紫外線処理した分生子
からゲノムDNAを抽出し、　CPDsを特異的に切断するM．　／u　teus由来のendonuclease
で処理した後、アルカリアガロースゲル電気泳動を行い、ゲノムDNAのバンドパター
ンを確認した。
［アルカリアガロースゲル電気泳動］
　50mM　NaCl、1mM　EDTA溶液中に、1％の濃度になるように粉末アガロースを加え、
アルカリアガロースゲルを作製した。サンプルを泳動する前に、アルカリアガロース
ゲルをアルカリ泳動buffer（50mM　NaOH、1mM　EDTA）で30分間平衡化した。サ
ンプルにアルカリloading　buffer［300mM　NaOH、6mM　EDTA、1896フィコール、
0．15％プロモクレゾールグリーン（BCG）、O．25％キシレンシアノール（XC）］を加
え、35Vで泳動した。泳動したゲルを染色するために、中和buffer［1MTris－HCI（pH7．6）、
1．5M　NaCl］で45分間穏やかに振とうした後、エチジウムブロマイドにて染色し、写
真撮影後、泳動パターンを比較した。
［アカパンカビのゲノムDNAの調整］
　グリセロール完全培地で7－9日間培養したアカパンカビの分生子を集め、2×107
個／mlになるようにリン酸緩衝液（0．067M，pH7．0）に懸濁し、これを実験に用いた。
紫外線照射は、NationalのGL－10殺菌灯2本を線源として行った。線量率をUV線量
計（Topcon社；uvr－254）で沮ll定し、2．5J／sec／m2になるように電圧を調整した。あ
らかじめ冷やしておいた懸濁液6mlを6cmシャーレに入れ、スターラーで撹梓しな
がら、O、25、50、75、100、150J／m2の紫外線を照射した。照射直後の分生子か
ら抽出したDNAを、抗体を利用した紫外線損傷の測定におけるスタンダードとした。
100J／m2の紫外線を照射した懸濁液を、照射後、30℃の暗所または可視光下で静置
した。一定の時間ごと（30分、60分、120分、180分）に懸濁液の一部を回収し、
それぞれからDNAを抽出した。　DNAの抽出は以下のように行った。懸濁液は、あら
かじめ冷やしておいた15ml遠心管に入れ、直ちに氷冷した。可視光が当たらないよ
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うに遠心管をアルミホイルで包んで、4℃で2500rpm、10分間遠心し、分生子を集
めた。この分生子を500μ1の抽出緩衝液（1　o／，SDSを含むSTE〔1mM　NaCl、10mM
Tris－・HCI［pH8．0］、1mM　EDTA〕）に再懸濁し、あらかじめ250μ1程度のグラスビー
ズと0．1MTris－HCI（pH8．0）で飽和したフェノール溶液500　rdを入れた2mlマイク
ロチューブに移した。カプセルミキサー（シージー社；CAPSULE－MIXER　CM－1）に
マイクロチューブをセットし、セメントモードで1分間撹絆し分生子を破砕した。光
回復を防ぐために、ここまでの操作は赤色灯下で行った。4℃で15，000rpm、10分
間遠心し、上清をエッペンドルフチューブに取り、フェノール／クロロホルム（Tris－
HCIで飽和したフェノールとクロロホルム、イソアミルアルコールを25：24：1の割合
で混合）抽出を行った。エタノール沈殿によって得られた沈殿を、50μ1のTE（10mM
Tris－HCI［pH8．0］、1mM　EDTA）に溶解した。5μ1のRnase　A（10mg／ml）を2μ1
加え、37℃で1時間処理した。さらに、proteinase　K（10mg／ml）を2μ1加えて、
37℃で1時間処理した。TEを加えて、全量を500μ1に調整し、4℃で、65，000rpm、
30分間遠心した。上清をエッペンドルフチューブに取り、フェノール／クロロホルム
抽出を数回繰り返した。水層に300μ1のPEG溶液（2096PEG6000、2．5M　NaCl）
を加え、4℃に1時間静置した。遠心後、得られた沈殿を滅菌水に溶解し、分光光度
計（BECKMAN社；DU640）を使い0．D．260nmでDNA濃度を測定した。最終的にこ
のDNA溶液を10mM　PBS（pH7．4）の500μ1溶液にした。
［Enzyme－linked　immunosorbent　assay（ELISA）法による紫外線損傷の測定］
　ELISA法は、　Matsunagaらの方法を改変して行った〔Matsunaga　et　al．，1990〕。
チミンニ量体およびTC（6－4）光産物に対する抗体は、　MX－thymine　dimer、64M－2（協
和メディックス社）を用いた。96穴マイクロタイタープレート（Falcon社；平底型ビ
ニールプレート001－010－2801）に1％硫酸プロタミン（50μ1／welI）を入れ、37℃
で2時間静置しウェルをコートした。10mM　PBSを用いて、　DNAを1μg／ml（チミ
ンニ量体測定用）、6μg／ml（TC（6－4）光産物測定用）の濃度に調整した。このDNAを
熱処理して一本鎖にしたものを各ウェルに50μ1ずっ分注し、37℃に一晩静置してウ
ェルに吸着させた。抗体の非特異的結合を阻害するために、2％FBS（fetal　bovine
serum）を加えて（150μ1／well）、37℃に30分静置した。このプレートをPBS－T
（0．05％Tween－20を含むPBS）で5回洗った。1次抗体をそれぞれ10mM　PBSで
1／1000に希釈して加え（100　ul／well）、37℃で30分間反応させた。プレートを
PBS－Tで5回洗った後、10mM　PBSを用いて、ペルオキシダーゼ標識した2次抗体
（Cappel社；peroxidase－conjugated　goat　lgG　fraction　to　mouse　lgG）を、　MIX－一
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Thymine　dimerに対しては1／4000、64M－2に対しては1／2000にそれぞれ希釈し、
37℃で40分間反応させた（100μ1／well）。その後プレートをPBS－Tで3回、クエン
酸リン酸緩衝液（pH5．0）に溶かし、これに2．4μ1のH202を加えて準備した基質溶液
をウェルに分注し（100　rd／well）、チミンニ量体測定用プレートは20分、　TC（6－4）光
産物測定用プレートは15分間、37℃で発色させた。いずれも、2M　H2SO4（50μ1／well）
を加えて反応を停止した後、直ちにマイクロプレートリーダー（BIO　RAD社；
Model550）で吸光度（OD，go）を測定した。紫外線照射後に回収した分生子から抽出し
たDNAにおける吸光度で標準曲線を作成し、この標準曲線をもとに実験区の紫外線損
傷量を測定した。
［液体保持と遅延光回復］
　グリセロール完全培地で7－9日間培養したアカパンカビから分生子を集め、106個
／mlの濃度になるように、リン酸緩衝液（0．067M、　pH7．0）に懸濁した。9cmのガラ
スシャーレに20mlの懸濁液をとり、スターラーで撹拝しながら紫外線を照射した。
線R率は2．5J／sec／m2に合わせ、照射時間によって総線量を調整した。紫外線を照射
した懸濁液を、野生株、mus－38変異株、　mus－40変異株、　mus－43変異株およびmus－44
変異株は104個／m1に希釈した。紫外線照射直後の分生子を、　TOSHIBAのFL15W蛍
光灯2本を光源とした可視光下約10cmの距離に一定時間ごと（10分、20分、30分、
40分、50分、60分）静置して光回復処理し、これを遅延光回復処理とした。それぞ
れの処理を行った希釈液を、60℃に保っておいたコロニー形成用培地に混ぜ、シャー
レに均等に広げた。2日間30℃で培養し、生じたコロニーを数えた。紫外線照射前の
コロニー数を100％として、各実験区の生存率を計算した。なお、光回復以外の実験
は赤色灯下で行った。
88
6－3　結果と考察
6－3－1　mus－43，　mus－44変異株の光回復反応の誘導
　アカパンカビは可視光により誘導されるDNA損傷を修復する光回復酵素の存在が知
られている［Shimura　at　al．1999］。この光回復酵素による光回復反応はmus－38変異
株の光回復能に異常があることから、mus－38により誘導される可能性が報告されて
いた［lshii　et　a1．，1998］。ヒトや出芽酵母のNERモデルより、　XPA，　Rad74にホモロ
グであるmus－43遺伝子はNER下流で機能するエンドヌクレアーゼをコードする
XPF－ERCC　1，　Rad　7－Rad　10にホモログなmus－38，　mus－44よりも上流に位置すること
が考えられ、mus－43，　mus－44変異株が光回復能を調べた（Fig．6－1）。
　野生株では紫外線照射後、液体保持20分間で生存率の上昇が見られ、紫外線照射
400J／m2において、液体保持60分後には生存率が50％近くまで回復した（Fig．6－1A）。
mus－－38変異株ではこれまでに報告されているように光回復能に異常がみられ、光回
復による生存率の上昇はみられるものの、野生株レベルではなかった（Fig．6－1B）。
mus－38と同様にNERの下流でエンドヌクレアーゼとして機能することが予想される
mus－40変異株では液体保持時間に違いはあるものの、野生株と同程度の光回復がみ
られた（Fig．6－1C）。　mus－43変異株でも液体保持時間に野生株との違いはあるものの、
野生株、mus－40変異株と同様に光回復能が正常であり、紫外線300J／m2において、
可視光照射60分後には60％以上の回復が確認された（Fig．6－・1　D）。しかしながら、紫
外線150J／m2におけるmus－44変異株の光回復は、60分間の液体保持でも生存率の
上昇が100／o未満に留まり、mus－38変異株と同程度の光回復率であった。野生株、
mus－－40，　mus－43変異株との光回復反応は液体保持時間に相違はあるものの、正常に
光回復がみられたが、mus－38，　mus－44変異株では光回復に部分的な欠損があること
が明らかになった。しかしながら、mus－38，　mus－44変異株における光回復は完全に
欠損しておらず、生存率に若干の増加が見られた。これは光回復酵素ではなく、mUS－
78遺伝子が関与する第二除去修復が損傷を修復している可能性がある。
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Fig．6－1　紫外線照射後の光回復が生存率に及ぼす効果
（A）野生株、（B）mus－38変異株、（C）mus－43変異株、（D）mus－44変異株。
紫外線照射量に差はあるものの、mus－38変異株、　mus－44変異株は部分的光回復の欠損が
みられた。
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6－3－2　Micrococcus　luteusエンドヌクレアーゼによるCPDs除去能の解析
　mus－－43，mus－44変異株が紫外線により誘起されるCPDsを修復出来るのかどうか、
CPDsを特異的に消化するMicrococcus／uteusエンドヌクレアーゼを用いてCPDsの
除去能を調べた。
　紫外線未処理、紫外線処理、紫外線照射後液体保持（暗条件下での修復）の分生子
からゲノムDNAを抽出し、　M．　lu亡eusエンドヌクレアーゼで処理し、アルカリアガロ
ースゲル電気泳動による泳動パターンを比較した（Fig．6－2）。
　野生株では、コントロールである紫外線未照射のサンプルに比べ紫外線処理を行っ
たゲノムDNAの泳動パターンが下方に移行し、紫外線照射後液体保持を施したゲノム
DNAは18時間の液体保持中にCPDsが修復されたためコントロールと同様の泳動パ
ターンを示した（Fig．6－2）。
　mus－78変異株、　mus－43　mus　18、　mus　78　mus－44二重変異株では、紫外線照射
後液体保持したゲノムDNAが紫外線処理と同様、下方に移行したままであり、18時
間の液体保持中にCPDsが除去されていないが、　mus－43、　mus－44変異株では紫外線
照射後液体保持したゲノムDNAは野生株と同様、紫外線未処理と同程度までゲノムの
断片化から回復していた（Fig．6－2）。
　以上より、mus－43、　mus－44変異株では、　CPDsの除去が行われていることが確認
され、アカパンカビのNERよりもmus－　1　8の第二除去修復がCPDsを優先的に除去す
ることが示された。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mus－43　　　　　　　　　　　　　　　m（ノs－44
　　　WT　　　＿口＿　　＿幽2■＿　mu5一ア8　　　　mus’44　＿az“E；．Z‘S．＿
UV　－　＋　＋　一　＋　＋　　一　＋　＋　一　＋　＋　　　一　＋　＋　一　＋　十
LH　　－一一　　一　　十　　一　　　　　十　　　　　　　　　　十　　　　　　　　十　　　　一　　　　　十　　一　　　　　十
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（196alkaline　agarose　gel）
Fig．6－2　M．luteusエンドヌクレアーゼを用いたCPDs除去能の確認
　UV：紫外線照射は200J／m2、　LH：液体保持は紫外線照射後18時間行った。
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6－3－3　ELISA法による損傷除去の測定
　CPDsと6－4PPsのそれぞれの抗体を用いたELISA法により、　mus－43，mus－44変
異株の損傷除去能を調べた。
　CPDsの除去能は先のMicrococcus　Iuteusエンドヌクレアーゼを用いた実験結果と
それぞれ一致し、mus－78変異株では180分後でも4096前後の除去にとどまる一方、
mus－43，mus－44変異株では、CPDsを約75％除去していることが示された（Fig．6－3A）。
さらにmus－43　mus　78，mus－44　mus－78二重変異株では全くCPDsを除去すること
が出来ないことから、アカパンカビにおいてCPDsの除去には第二除去修復である
mus－18が主に修復していることがEusA法でも示された（Fig．6－3A）。しかしなが
ら、mus－18変異株の紫外線に対する感受性は、　NER変異株であるmus－38，mus－44
変異株と同レベルであることから、損傷に対してNERと第二除去修復は同程度の重要
性があると考えられ、互いの系を相補している可能性がある。
　6－4PPsにおいても、　CPDsと同様の結果が示された（Fig．6－3B）。野生株の損傷除去
には修復速度に若干の差があるものの、180分の液体保持で約80％の損傷が除去さ
れ、mus－43，mus－44変異株と大差は見られず、第二除去修復系であるmus－78変異
株ではCPDsと比べ6－4PPsの除去率が、180分後で75％近くまで上昇した（Fig．6－
3B）。
　以上より、暗条件下ではmus－18の関与する第二除去修復が優先される事が示唆さ
れたが、mus－43、　mus－44変異株ではCPDs、6－4PPsの修復に相違がみられなく、
アカパンカビではNERよりもmus－　1　8遺伝子産物のようなエンドヌクレアーゼが損傷
修復に多大な影響を持つ可能性があることが示された。
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Fig．6－3　ELIsA法による紫外線損傷認識抗体のDNAに対する結合
（A）紫外線損傷CPDsに結合する抗体を用いて、ゲノムDNAに残存する損傷量を測定した。
（B）紫外線損傷6－4PPsに結合する抗体を用いて、ゲノムDNAに残存する損傷量を測定した。
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第7章　総合考察および結論
［アカパンカビのNER経路］
　これまでにアカパンカビのNERはmus－38とmus－40の二っの遺伝子が解析され
ていたが、その他のNER遺伝子の存在は、アカパンカビにおいては確認されていなか
った。近年、アカパンカビゲノムプロジェクトの公開により、ヒト、出芽酵母、分裂
酵母に相同なNER遺伝子がアカパンカビにおいてもほとんど存在することが明らかに
なった。そして今回、新たに6種類の遺伝子（ncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD　I　O、
ncRAD　74、　ncRAD23、　ncRAD26）のそれぞれの遺伝子破壊株を作成、解析すること
で、アカパンカビにおけるNER経路の全体像を明らかにした。
　近年までアカパンカビの遺伝子破壊は、外来遺伝子を導入した形質転換体を交雑さ
せることにより、点突然変異を誘発させるRIP法が主流であり、遺伝子破壊株の同定
には、変異原に対する感受性を指標として単離・解析が行われてきた。そのため、実
際に遺伝子が破壊されていたとしても変異原に感受性を示さなければ同定する事が困
難であった。したがって、アカパンカビのNER研究はヒトや出芽酵母と比べほとんど
進められていなかった。
　アカパンカビmus－38は、ヒトXPF、出芽酵母RAD　7に相同な遺伝子であり、mus－40
は、ヒトXPG、出芽酵母RAD2に相同な遺伝子で、ともにNERの下流域で構造特異
的エンドヌクレアーゼとして機能する。
　出芽酵母のRAD　l　O、　RAD　74遺伝子も、　NERのGGR、　TCR損傷認識以降の下流域
で働くことが考えられており、その変異株は紫外線に対して顕著な感受性が報告され
ていた事から、mus－・43（ncRAD　14）、　mus－44（ncR）4D　1　O）変異株も出芽酵母と同様
に、紫外線に対し感受性を示すことが予想され、RlP法によって遺伝子破壊株を同定、
単離することが比較的容易であった。単離したmus－43、　mus－44変異株は共に紫外
線、4NQOに対して顕著な感受性を示したが、その他の変異原に対しては感受性を示
さず、これまでに解析されていたNER変異株mus－38と同じ表現型であることを明ら
かにした。
　修復系に関わる遺伝子とのエピスタシス解析により、mus－43、　mus－44遺伝子が
mus－38と同じNER系で機能することが示されたが、紫外線に対する詳細な生存率を
調べた結果、mus－43変異株はこれまでに解析されているmus－40変異株と、そして
mus－44変異株はmus－38変異株と同程度の感受性を示し、　mus－40やmus－43変異
株よりも感受性が高く、紫外線に対する生存率に顕著な差異があり、他の生物ではみ
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られない現象がみられた。
　同じNER系遺伝子変異株間で紫外線に対する感受性に相違がある理由として、ヒト
のNERでは、損傷DNAの5’側構造特異的エンドヌクレアーゼが組換えにも関与す
る報告があり［Wei　yang，2003］、アカパンカビの5’側構造特異的エンドヌクレアー
ゼをコードするmus－38とmus－44はNER以外へ関与する可能性も考えられ、同一
の修復系の中でも複数の役割を担う遺伝子があることが予想された。mus－38とmus－
44変異株は、他のNER変異株よりも紫外線に対する感受性が高く、5’末端側構造特
異的エンドヌクレアーゼの欠損が、アカパンカビの生体内で正常な代謝活動を阻害す
る要因となることが考えられた。
　変異原は癌化の要因でもあり、突然変異の上昇に起因する。mus－43とmus－44変
異株では、紫外線による復帰突然変異頻度がともに野生株よりも上昇し、mUS－44変
異株においてはmus－43変異株よりも突然変異を高頻度で誘発することが明らかにな
った。したがって、アカパンカビのNERにおいて、　mus－43よりもmus－44変異株の
方が突然変異を誘発する事から、mus－44のNERにおける重要性が高い事が示唆され
た。
　mus－44変異株におけるNERは、　mus－40による3’末端側の損傷DNAの切除が
正常であり、mus－44遺伝子産物の損傷DNAの5’末端側のエンドヌクレアーゼが損
傷DNAを切除出来ない場合、　flapな状態の損傷DNA断片が第二除去修復やDNAリ
ガーゼを阻害しミスマッチ修復などが損傷DNAに介入するために突然変異を誘発する
と予想される。従って、mus－43変異株では、損傷DNAにNER複合体が集合しない
ために、第二除去修復がスムーズな修復を正常に完了し得る可能性がある。またmUS－
44遺伝子は、末端側に繰り返し配列がみられる事から、紫外線損傷などがこの領域に
付加しやすいために突然変異頻度が上昇する可能性がある。
　NER上流域のGGR、　TCR損傷認識で機能する出芽酵母IUID4とRAD23に相同なア
カパンカビncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD23、そしてTCR経路で機能する出芽酵母
RAD26に相同なncRAD26遺伝子は、すべて相同組換え法によって遺伝子破壊を行っ
た。
　アカパンカビmus－44は出芽酵母RAD　70よりも分裂酵母Swi　70に対して高い相同
性が確認されたが、ncRAD4においても、分裂酵母rhρ4A　（rhp41）、rhp4B（rhρ42）
と同様に二つの遺伝子が発見された［Fukumoto　et　al．，2002］。したがって、アカパン
カビの二つのRAO4遺伝子も分裂酵母rhρ4A、　rhp4Bと類似した働きを持つことが予
想された。
　出芽酵母Rad4－Rad23複合体は損傷の有無にかかわらず、　DNAに結合することが
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これまでにわかっており、複製や組換えなどの代謝を阻害する可能性がある
［Fukumoto　et　al．，2002］。それを避けるために、　Rad23はユビキチンを介して
proteasomeによって、余分なRad4－Rad23タンパク質が分解され、調節されている。
この出芽酵母Rad23のUBA，UBLドメインと高い相同性を示す部位がアカパンカビ
NCRAD23にも存在するため、非選択的に結合したNCRAD4－NCRAD23タンパク質を
ユビキチンが制御している可能性が高い。
　ncRAD4A、　ncRAD4B、　ncRAD23破壊株の紫外線に対する感受性をスポットテス
トにより確認したが、顕著な感受性は確認されなかった。しかし、二重および三重破
壊株を作成し、生存率を測定したことで紫外線に対する詳細な感受性が明らかとなっ
た。出芽酵母Rad4－Rad23、ヒトXPC－HR23B、分裂酵母Rhp4A・Rhp4B－rhp23は
ともに複合体を形成し、NERのGGRで特異的に働いていると報告されていることから、
ncR；4D4A、　ncRAD48、　ncRAD23の多重変異株の作成し解析を行った。　ncRAD4A
ncRAD23二重変異株、　ncRAD4A　ncRAD4B二重変異株は単一破壊株より紫外線に対
して高い感受性を示したが、ncRAD4B　ncR4D23二重変異株は野生株と同レベルであ
った。また、ncR）4D4A　ncRAD4B　ncRAD23三重変異株の紫外線感受性は、　ncRAD4A
ncR）4D23二重変異株、　ncRAD4A　ncRAD4B二重変異株での感受性と同程度であった。
したがって、ncRAD4B、　ncRAD23がncRAD4Aを補助することでNERに寄与してい
ることが考えられ、すなわちncRAD4AがncRAD4BもしくはncRAD23と複合体を
形成しはじめてNERタンパク質として機能していると考えられた。また、　ncRAD4A
ncll4D4B　ncRAD23三重変異株、　ncRAD4A　ncRAD23二重変異株、　ncRAD4A
ncRAD4B二重変異株の紫外線に対する感受性はmus－40、　mus－43変異株と同レベル
であることから、これらの遺伝子はGGR特異的ではなく、　GGR経路とTCR経路に共
通の経路で働く可能性が示唆された。さらに上流に位置する出芽酵母RAD7とRAD　76
に相同なアカパンカビncil4D7とncRAD　76がGGR特異的な遺伝子として機能して
いる可能性がある。
　NERと同様に紫外線による損傷を修復する第二除去修復mus－78変異株をバックグ
ラウンドにした時のncRAD4A、　ncRAD4B、　nciZAD23の紫外線に対する感受性を調
べた結果、ncRAD4A　ncRAD4B　mus－78三重変異株はmus－38　mus－　7　8、　mus－40
mus－18二重変異株よりも感受性が低いのに対し、　ncRAD4A　ncRAD23　mus－18三重
変異株では、mus－38　mus－　1　8、　mus－40　mus－18二重変異株の紫外線に対する感受性
が同程度になったことから、NCRAD4AはNCRAD23と複合体を形成することによっ
て、NER系で働くことが明らかになった。
　TCRで機能する出芽酵母RAD26、ヒトCSBに相同なアカパンカビncRAD26遺伝
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子産物は、アミノ酸C末側にhelicase　C　ドメイン、　N末側にSNF2　familyドメイン
を有する。ヘリカーゼはATPを加水分解してDNA二重らせんの巻き戻し反応を行う
事によって転写を促進させるが、SNF2　familyは転写調節因子であり、　NCRAD26は
転写の調節に重要なタンパク質であると予想された。出芽酵母にはTCR特異的な遺伝
子としてRAD28、ヒトではCSAが存在し、それらに相同なncRAD28とncCSA遺
伝子もアカパンカビで発見された。このncRAD28とncCSAの破壊株を単離したが、
紫外線に対して顕著な感受性を示さなかった。分裂酵母では出芽酵母Rad28に相同な
遺伝子はゲノム情報のデータベース上では発見されているが、重要なドメインが見ら
れなく、その詳細は明らかになっていない。
　データベースから予測されるncRAD26は基本的に転写を司る遺伝子である可能性
が高く、TCR特異的遺伝子として働く事が示唆された。　ncRAD26破壊株は紫外線に
対し感受性を示さず、NERのGGR経路が紫外線による損傷修復を相補しているためで
あると考えられた。エピスタシス解析によって、第二除去修復系以外のすべての修復
系に関与する可能性が考えられたが、他の修復系変異株との二重変異株が紫外線に対
して相乗的な感受性を示さなかったのは、NER　GGR経路と第二除去修復系が損傷を修
復することで説明が出来る。第二除去修復mus－　1　8変異株との二重変異株が紫外線に
対し相乗的な感受性を示したのは、紫外線による損傷を修復する経路がNER　GGRだけ
では不十分であり、アカパンカビでの第二除去修復系の重要性も示唆する結果である。
　また、アカパンカビではヒトCSA、出芽酵母R，4D28にそれぞれ相同なncCSAと
ncRAD28をこれまでに単離したが、紫外線に対する感受性は確認出来ず、もしかす
ると、ncR4D4Bのように補助的な役割を担う可能性がある。しかしながら、出芽酵
母RAD28に相同な分裂酵母のホモログ遺伝子はその働きが明らかになっていないう
え、顕著なドメインが確認されていない事から修復系に関与する遺伝子ではない可能
性がある。現在、GGR特異的であると予想されるncRAD7とncRAD26二重変異株を
解析中であり、その結果を元に解析を進める必要がある。
［mus－38，　mus－44変異株の光回復の部分的欠損について］
　本研究ではNER変異株、　mus－40，　mus－43変異株の光回復能は正常であったのに対
し、mus－38，　mus－44変異株の光回復能に部分的な欠損があることを明らかにした。
mus－38，　mus－44遺伝子は、　NERにおいて、損傷DNAの5’側構造特異的エンドヌクレ
アーゼとして機能することが予想される遺伝子である。したがって、損傷DNA5’側エ
ンドヌクレアーゼが欠損した場合、次のモデルが考えられる（Fig．7）。
　ヒトや出芽酵母のNERでは損傷DNAの3’側が切断された後、損傷DNAの5’側が切断
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され、損傷DNAの3’側が切断されなければ5’側の切断が行われないことが報告されて
いる。
　野生株で光回復による生存率が上昇するのは、DNAに生じたCPDs損傷が光回復によ
って修復されているためであり、損傷DNA3’側エンドヌクレアーゼが欠損したmus－40
変異株でも光回復は正常に行われていた。したがって、損傷DNAの3’側に切断が入ら
ない場合では、NER複合体がphotolyaseに置き換われる可能性が考えられる。
　一方、5’側のヌクレアーゼが欠損した場合には、損傷DNAの3’側が切断されるが、
損傷DNAの5’側は切断されないことから、　NER複合体が結合したままとなり、光回
復酵素と競合してしまうため、光回復の部分的欠損が起こる可能性が考えられるが、
更なる検証が必要である。
3’
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5
5’　　　　　　　　　　　　　　　3’
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Fig．7NERと光回復が競合するモデル
［アカパンカビの紫外線損傷除去能］
　紫外線により誘起されるCPDsを特異的に消化するM’crococcus∫u亡eusエンドヌク
レアーゼを用いて、単離した変異株のCPDs除去能を調べた結果、　mus・－43、　mus－44
変異株はCPDs損傷を十分に除去できること確認した。これは第二除去修復経路が
CPDs損傷を除去している結果であり、　NER経路がCPDsを除去する頻度は第二除去
修復経路よりも低いことが伺えた。この結果はCPDs抗体を用いたELISA法によって
も明らかになった。
　mus－18は分裂酵母UVDEとホモログであり、紫外線に依存したエンドヌクレアー
ゼによってDNAの紫外線損傷であるCPDsを消化する酵素であり、アカパンカビのNER
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で考えられる、損傷認識から損傷DNAの切除、切除した部分のDNA再合成といった
一連のプロセスと比べ、簡略なプロセスで損傷DNAを修復するために、　NERよりも
効率がよいと考えられる［Yasui　et　al．，1999］。
　紫外線によって主に誘発される損傷はCPDsの他に（6－4）光産物（6－4PPs）が知ら
れるが、6－4PPsはCPDs損傷よりも大きい付加物であり、　DNA二重らせんの歪みを
引き起こす事が知られ［Friedberg　et　al．，2006］、アカパンカビのNERがCPDsを有
意に修復しないのであれば、6－4PPsを優先的に認識し、修復するのではないかと予想
した。
　mus－18変異株（すなわちNERが正常）は野生株と同様に、3時間後で約75％の
6－4PPsの除去が確認された。これは紫外線照射3時間後で、　NERがCPDsの損傷除
去率約40％と比べ、6－4PPsの損傷除去率は約70％であり、　CPDsよりも6－4PPsを
優先的に認識し除去しており、予想した結果であった。しかしながら、mus－43変異
株とmus－44変異株（すなわち第二除去修復が正常）における6－4PPsの除去率はCPDs
の除去率と大差は見られず、3時間後で野生株と変わらない約75％の6－4PPsの除去
率を示した。したがって、CPDs損傷はNER経路と第二除去修復経路で100％の除去
を行うのに対して、6－4PPs損傷ではNER経路と第二除去修復経路で1　oooroを有に越
える修復を示すことから、より効率的にこれらの修復が共役して損傷を除去している
ことが示された。NER経路と第二除去修復経路が紫外線による損傷を効率的に、かつ
完全に除去し、尚かつ可視光によって誘導される光回復酵素でも紫外線による損傷を
除去する事から、糸状菌の紫外線に対する損傷除去能は他の生物よりも過剰なほど効
率的であることが推測された。
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